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Verfahren zur Herstellung eines immunreaktiven Trégermaterials fiir die heterogene immunologische Analyse.

€7 Zur Herstellung eines immunreaktiven porosen Tréger-
materials fir die heterogene immunologische Analyse, wel-
ches ein Immunprézipitat aus einem Rezeptor und einem
diesen immunologisch prézipitierenden Partner enthalt,
stelit man Lésungen des Rezeptors und des Partners her
und impréagniert damit das Tragermaterial. Die Konzentra-
tionen von Rezeptor und Partner werden dabei so gewdhit,
dass bei der impréagnierung ihr molares Verhaltnis grosser
als das durch das Heidelberger Maximum definierte Ver-
héltnis ist.
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Verfahren zur Herstellung eines immunreaktiven Trédgermaterials

fiir die heterogene immunologische Analyse

Die Erfindung betrifft ein Trigermaterial flir die heterogene immu-
nologische Analyse, ein Verfahren zu seiner Herstellung und seine

Verwendung.

Durch heterogene immunologische Analyse kdnnen immunologisch aktive
Rezeptoren, wie 2. B. Antikdérper, Antigene oder Haptene, bestimmt
werden. Derartige Verfahren sind dem Fachmann, beispielsweise un-
ter den Bezeichnungen kompetitiver Test, JEMA-Test oder Sandwich-
Test bekannt. Diesen Verfahren gemeinsam ist, daB einer der Reak-
tionspartner nicht abwaschbar an ein unldsliches Tradgermaterial

immobilisiert ist.

Die Fixierung eines Rezeptors an ein unldsliches Trdgermaterial
kann durch kovalente oder adsorptive Bindung erfolgen (Methods in
Enzymology, 73b, S. 203 - 244 (1981) und B.E.T. Maggio "Enzyme
Immunoassay” CAC Press, Florida 1980, insbesondere die Seiten 175
- 178).

Sowohl die kovalente als auch die adsorptive Bindung von Rezepto-
ren an die Festphase hat schwerwiegende Nachteile. Die bei der ko-
valenten Bindung erforderliche chemische Verdnderung am Rezeptor
bewirkt in vielen Fillen auch eine Verdnderung der biologischen
Aktivitdt des Rezeptors. Ein Nachteil der adsorptiven Bindung liegt
darin, daBs die Beladungsdichte sehr gering ist und beim Waschen

des Trigermaterials die Desorption des Rezeptors nicht vollstandig

verhindert werden kann.

Eine weitere Fixierungsmethode von Rezeptoren auf ein Trdgerma-

terial ist die Immunprédzipitat-Bildung (vgl. z. B. PCT-WO 82/02601
und US-A-3,888,629). Hierbei wird der zu immobilisierende Rezeptor
mit einem prdzipitierenden Partner auf einem Trdgermaterial zusam-
mengebracht und eine Immunprdzipitation durchgefiihrt. Zwischen dem
Rezeptor und seinem immunologischen Partner bildet sich bei deren
Prédzipitation ein Netzwerk aus, welches in das Innere und/oder die
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Oberfldche des Trdgermaterials eingebettet ist und durch Waschen
nicht mehr abgel®Gst werden kann. Damit wird eine hohe Beladungs-
dichte ohne chemische Modifikation des zu immobilisierenden Rezep-
tors erreicht.

Die bekannten Verfahren zur Immunprdzipitation haben jedoch den
Nachteil, daB hierbei der Rezeptor ungleichmdBig iliber das Trédger-
material verteilt wird. Dieser Nachteil ist besonders dann gravie-
rend, wenn das Trdgermaterial z., B. filir Zwecke der quantitativen
Analyse niedrig konzentrierter Haptene oder Proteine eingesetzt
werden soll. Dieser Nachteil kann durch die nicht vorverdf-
fentlichte deutsche Patentanmeldung P 34 46 636, deren Inhalt in
die Offenbarung der vorliegenden Erfindung miteinbezogen wird,
liberwunden werden.

In der P 34 46 636 ist ein Verfahren zur Herstellung eines immun-
reaktiven pordsen Trdgermaterials, durch Aufbringung von je einer
LOsung eines ersten Partners einer Immunreaktion und eines mit die-
sem prézipitierenden zweiten Partners einer Immunreaktion, Inkuba-
tion des mit den LOsungen getrdnkten Trdgermaterials zur Immunpré-
zipitation, ggf. waschen und anschlieBend trocknen des imprégnier-
ten Trdgermaterials, dadurch gekennzeichnet, daB man eine L&sung
beider Partner der Immunreaktion herstellt, welche einen Hemmstoff
flir die Immunprdzipitation enthdlt, das Trdgermaterial mit dieser
Losung imprédgniert und dann die Immunprdzipitation durch Entfernen
des Hemmstoffs oder Aufhebung der Hemmwirkung auslodst, beschrieben.

Es hat sich jedoch gezeigt, daB bei Verwendung von Trédgermateria-
lien, die durch Immunprdzipitation immobilisierte Rezeptoren ent-
halten, in vielen F&llen die Pr&zision und die Linearitit der Eich-
kurve (MeS8signal/Konzentration) nicht befriedigend sind.

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht demnach darin, ein
verbessertes Trdgermaterial, welches einen immobilisierten Rezeptor
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im Immunprdzipitat enthdlt, herzustellen, mit dem in heterogenen
immunologischen Tests eine verbesserte Prdzision und eine hohere
Linearitat der Eichkurve erreicht werden kénnen.

Geldst wird diese Aufgébe erfindungsgemds8 durch ein Verfahren zur
Herstellung eines immunreaktiven pordsen Trdgermaterials fiir die
heterogene immunologische Analyse durch Aufbringen von je einer
Lbsung eines Rezeptors und eines diesen immunologisch prdzipitie-
renden Partners auf ein Trdgermaterial, Inkubation des mit diesen
Losungen getrankten Trdgermaterials zur Immunprézipitation, ggf.
waschen und anschlieBend trocknen des imprégnierten Trdgermateri-
als, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man die Konzentratio-
nen des Rezeptors und des Partners so wihlt, daB bei der Imprdgnie-
rung ihr molarés Vverhdltnis gréser als das durch das Heidelberger

Maximum definierte Verhdltnis ist.

Uberraschenderweise hat sich gezeigt, dag das Verhdltnis von Rezep-
tor und immunprdzipitierendem Partner einen wesentlichen EinfluB
auf die Prédzision und die Linearit&t der Eichkurve hat. Besonders
iiberraschend ist dabei, daB mit den fir die Immunprézipitation glin-
stigen Konzentrationsverhdltnisse, wie sie z. B. im Heidelberger
Maximum vorliegen, nicht die optimale Pridzision und Linearitdt der

Eichkurve erreicht werden,

Die molaren Konzentrationen des Rezeptors und des immunreaktiven
partners werden so gewdhlt, daB ihr Verhdltnis groBer als das
durch das Heidelberger Maximum definierte Verhdltnis ist. Das Ver-
hiltnis des Heidelberger Maximums 1d8t sich durch Triibungstests
leicht vorher festlegen. Eine entsprechende Triibungskurve findet
sich beispielsweise in "Methods in Immunology and Immunochemistry",
Band III, Academic Press 1971, Kapitel 13, Seite 10. Bei der Er-
stellung einer solchen Kurve wird die Trilbung aufgetragen, die bei
konstanter Menge eines der beiden Reaktionspartner mit zunehmenden
Mengen des anderen Reaktionspartners erhalten wird, Das Tribungs-

maximum ist das Heidelberger Maximum.
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Ublicherweise liegt das Heidelberger Maximum fiir das molare Ver-
hdltnis Rezeptor zu prédzipitierendem Partner fiir gereinigte Ein-
satzstoffe bei ca. 1 : 3,5. Die erfindungsgemdB vorteilhafte Wir-
kung wird dann erzielt, wenn dieses Verh#ltnis groser ist. Bevor-
zugt ist es, ein Verhdltnis von gr6ser oder gleich 1 : 3 anzuwen-
den. Besonders bevorzugt ist es, das Verhdltnis grdger als 1 : 2,5
sowie kleiner als 1 : 1 zu w&hlen.

Rezeptor und pradzipitierender Partner kdnnen entweder sequenziell
oder simultan auf das Trdgermaterial aufgebracht werden. Bei der
sequenziellen Methode wird das Trdgermaterial zunichst entweder

mit dem Rezeptor oder dem prédzipitierenden Partner getridnkt und
anschlieBend der entsprechende andere Partner als Ldsung zugegeben.
Bevorzugt wird jedoch die Imprédgnierung des Tr3germaterials simul-
tan durchgefihrt. Besonders bevorzugt erfolgt die Imprédgnierung

in Gegenwart eines Hemmstoffes, wie in P 34 46 636 beschrieben.
Hierbei wird sowohl das "Ein-Schritt-Verfahren" als auch das
"Zwei-Schritt-Verfahren" bevorzugt. Um eine Vernetzung Qon Rezept-~
tor und immunpré&zipitierendem Partner zu erreichen, miissen beide
bzgl. ihrer immunologischen Bindefdhigkeit miteinander mindestens
bivalent sein. Beispielsweise kann ein Immunpr&dzipitat gebildet
werden zwischen zwei bivalenten Antikorpern oder AntikOrperfragmen-
ten, oder einem AntikOrper und einem haptenisierten Protein.

Als Rezeptoren sind demzufolge immunologisch mindestens bivalente
Substanzen geeignet, wie 2. B. Antikdrper und deren bivalente Frag-
mente, die sowohl monoklonal als auch polyklonal sein k&nnen und
andere Proteine. Ebenso geeignet sind Antigene oder haptenisierte
Proteine. Wenn flir eine immunologische Bestimmung ein immobilisier-
tes Hapten verwendet werden soll, so wird als Rezeptor bevorzugt
ein Polyhapten eingesetzt. Dabei sind beispielsweise mehrere Hap-
tenmolekiile, die in diesem Fall auch monovalent sein kdnnen, an

ein bi- oder multivalentes Tr3gerprotein, wie z. B. einen Antik&r-
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per oder Serumalbumin, gebunden., Damit kann also auch fir monova-
lente Haptene eine Immunprédzipitation erreicht werden,

Der immunprdzipitierende Partner der Reaktion muB entsprechend dem
Rezeptor ausgewdhlt werden. Bevorzugt wird dazu ein AntikOrper ver-
wendet, der bivalent ist und gegen den Rezeptor gerichtet ist. Be-
sonders bevorzugt wird ein Antikodrper verwendet, der eine moéglichst
hohe Affinitdt zum Rezeptor hat, damit die Fixierung des Immun-.
pridzipitats auf dem Trigermaterial moglichst fest ist.

Als Trdgermaterial kommen im Rahmen der Erfindung die iblichen
Festtrdger filir immunreaktive Substanzen in Betracht. Ein derartiges
Trigermaterial, welches hiufig auch als Matrix bezeichnet wird,
kann beispielsweise aus Glas, Kunststoff, Papier, pordsem Metall
oder dergleichen bestehen, vorausgesetzt, das Trédgermaterial ist
ausreichend von zusammenhdngenden fliissigkeitsdurchlédssigen Hohl-
riumen durchsetzt. Geeignet sind auch natilirliche, kiinstliche, orga-
nische oder anorganische Polymere. Ebenso kommen faserartige,
schwammartige oder gesinterte Substanzen in Betracht. Die Reagenz-
trdger koénnen fldachig, partikuldr oder in anderer Form eingesetzt
werden. Besonders bevorzugt werden als Reagenztrdger fldchige, po-
rése Trdger, wie z. B. Papier, Schaumstoff-Folien, Glasmatten oder

dergleichen eingesetzt.
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Die Anwendung eines erfindungsgemi8 hergestellten

- immunreaktiven Trigermaterials im Rahmen des héterogenen
Enzymimmunoassays kann z. B. so erfolgen, daB Hapten

(H) oder Protein (P), das in einer Probe wie Pufferl¥sung,
Serum, Plasma, Urin, Kulturflberstand, u. a. enthalten
ist, mit einem markierten Binder (B) versetzt wird. Als
Binder kommen u. a. Antikdrper, Fab -Fragment bzw.
Fab-Fragment sowie Liganden in Frage, welche spezifisch
mit dem Hapten oder Protein reagieren. Als Markierung

des Binders kann z. B. ein Enzym, Fluoreszenz-Label

oder Radicisotop, verwendet werden, in den nachfolgenden
Beispielen wurde die B-Galactosidase gewdhlt. Die Menge
des zugegebenen Binders kann molm&Big sowohl im UberschuB
als auch im UnterschuB8 2zu dem in der Probe vorhandenen
Hapten oder Protein vorliegen.

Diese Mischung wird fiir eine konstante Zeit inkubiert,
wdhrend der sich die Komplexe'H-B bzw. P-B bilden. Nach
Ablauf dieser Zeitspanne liegen im Reaktionsgemisch
drei Spezies vor, n&mlich der Komplex, bestehend aus
Hapten/Protein, und Binder (H-B, P-B), restliches
freies Hapten/Protein (H/P) und restlicher freier
Binder (B).

Die Trennung dieser Spezies erfolgt in einem zweiten
Schritt mittels Immunosorption. Dazu wird das Gemisch
auf die erfindungsgemdB hergestellte Immunprézipita-
tion-Festphase aufgetragen, die das nachzuweisende
Hapten bzw. den Antikdrper gegen das zu bestimmende
Protein gebunden enthilt.

- Beim Hapten-Test bindet nunmehr der freie Binder,
nicht aber der mit Hapten abgesdttigte Binder an die
Festphase. Folglich enthdlt der Uberstand bzw. das
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Eluat der Festphase den mit dem Hapten der Probe
abgesittigten Binder. Die quantitative Bestimmung des
Haptens erfolgt nunmehr Uber die Markierung des Bin-
ders, in den vorliegenden Beispielen {ber die Bestim-
mung der B-Galactosidase mittels o-Nitrophenyl-8-D-
galactosid oder Chlorphenolrot-8-D-galactosid.

- Beim Protein-Test bindet der Komplex aus Protein und
Binder, nicht jedoch der freie Binder an die Fest-
phase, Reste des freien Binders werden durch Waschen
vom erfindungsgemiB hergestellten Immunosorbens ent-
fernt. Der quantitative Nachweis des Proteins erfolgt
{iber den markierten Binder

iber die Bestimmung der B~Galactosidase mit-
tels o-Nitrophenyl-8-D-galactosid oder Chlorphenol-
rot-B-D-galactosid.

Eine andere Anwendung sind kompetitive Immuntests. Der
Einsatz des erfindungsgem#B hergestellten immunreaktiven
Trigermaterials kann so erfolgen, daB8 der Analyt
(Hapten oder Protein), der in der Probe enthalten ist,
mit einer konstanten Menge an markiertem Analyten ver-
setzt wird. Die Markierung kann z. B. ein Enzym, ein
Fluoreszenz-Label, Radioisotop und anderes sein. Diese
Mischung wird auf die Matrix gegeben. Auf der Matrix
ist ein Antikérper immobilisiert, welcher gegen den
Analyten gerichtet ist. Die Mischung wird auf der
Matrix eine bestimmte‘Zeit inkubiert. Widhrend dieser
gzeit konkurrieren sowohl unver#nderter Analyt als auch
markierter Analyt um die Bindungsstellen auf der
Matrix. Je mehr Analyt in der Probe vorhanden ist,
desto weniger markierter Analyt wird von der Matrix
gebunden und umgekehrt. Am Ende der Inkubationsphase
wird die Flliissigkeit aus der por8sen Matrix entfernt,
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z. B. durch Zentrifugieren. Bestimmt wird dann die
Menge des markierten Analyten entweder in der freien

Phase oder die Menge des an die Matrix gebundenen mar-
kierten Analyten.

Eine weitere Anwendung der erfindungsgem#8 hergestell-
ten Trdgermaterialien kann so erfolgen, da8 der Analyt
(Hapten oder Protein) mit einer konstanten Menge an
markiertem Antikdrper, der gegen den Analyten gerichtet
ist, versetzt wird. M8gliche Arten der Markierung des
Antikdrpers wurden weiter oben beschrieben. Diese
Miséhung wird entweder eine bestimmte Zeit inkubiert
und dann auf das pordse Trigermaterial gegeben oder
alternativ sofort nach Mischung auf das por&se Tréger-
material gegeben. Wenn der Analyt ein Hapten ist,
enthdlt das Tr8germaterial das nachzuweisende Hapten
oder ein Derivat davon in fixierter Form, falls der
Analyt ein Protein ist, enthdlt das Trdgermaterial das
nachzuweisende Protein oder ein Derivat davon ebenfalls
in fixierter Form. Wurde die erste Mischung vor Auf-
tragung auf das Trdgermaterial inkubiert, so bindet
markierter Antikdrper mit noch freien Bindungsstellen
an das pordse Tré&germaterial. Wurde die Mischung sofort
auf das Trigermaterial gegeben, so konkurrieren der
Analyt aus der Probe und der an das Trdgermaterial
fixierte Analyt um die Bindungsstellen des markierten
Antik8rpers. Am Ende der Inkubationsphase wird die
Fllssigkeit aus dem pordsen Tridgermaterial entfernt und
die Menge des markierten AntikS8rpers entweder in der
fllissigen Phase oder auf dem por8sen Trigermaterial
bestimmt.

Die folgenden Beispiele erl&utern die Erfindung weiter.
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Gewinnung der fiir den Test verwendeten Einsatzstoffe und Test-

fiihrung (vgl. auch P 34 46 636):

A) Herstellung von Polyhaptenen (PH):

Die Herstellung von PH ist Stand der Technik. So kann
z. B. ein Digoxin- oder Diphenyl-Hydantoin-PH liber reak-
tive unsymmetrische'Dicarbonséureester/aktivierte Hapten-
ester und deren Bindung an ein Trégerprotein gewonnen

werden.

Die Auswahl der Trigerproteine unterliegt keinen Ein-
schrinkungen, sofern nur ein entsprechender "fdllender"
Antikdrper zur Vergiigung steht bzw. hergestellt werden

kann.

Die Herstellung von Theophyllin-PH kann beispielsweise
iber Theophyllin-7-Buttersaure (Herstellung nach EPS

00 13 910) oder liber Theophyllin-7-Propionsdure und des-
_sen Kopplung an RSA oder andere Proteine erfolgen.
(Nishikawa, Clin. Chim. Acta 91, 1979, 59-65, Erlenger,
J. Biol. chem. 228, 1975, 713-727)

B) Herstellung des Binders (Beispiel Theophyllin)

Die Herstellung des Immunogens sowie des Antiserums kann
z. B. erfolgen nach JA-0S 57-099598, DE-OS 28 05 961,

EP OO 13 910, EP 00 98 179, EP 0077 896, Res. Commun,
Chem. Pathol. Pharmacol. 13, 1976, 497-505 oder

Clin. Chim. Acta 91, 1979, 59 - 65.

Soweit eine immunsorptive Aufreinigung von Antigen und Anti-
korper erfolgte, wurde als Triger das "Affinit&dtsadsorbens,
Glutardialdehyd aktiviert" von Boehringer Mannheim

(Best. Nr. 665525) verwendet., Filir die unten beschriebenen
Beispiele wurde nach Vorschrift des Herstellers flir die Antigen-
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Aufreinigung ein Schaf-AntikSrper gegen Kaninchen-IgG bzw.
ein spez. Antikdrper gegen das Hapten und fiir die AntikoOrper-
Aufreinigung Kaninchen IgG an den Triger gebunden. Die Durch-
flihrung der Immunsorption erfolgte, wie in der Arbeitsanlei-
tung zum Affinitdtsadsorbens beschrieben.

Antiserum, gerichtet gegen Theophyllin, wurde iber Ammonium-
sulfat-Fdllung und Passage iliber DEAE-Cellulose zur IgG-Frak-
tion aufgereinigt. Die Papain-Spaltung wurde nach R.R.
Porter, Biochem., J. 73, 119-126 (1959) durchgefiihrt.

Die Fab-Fragmente wurden von den nicht verdauten

' IgG-Moleklilen und den Fc-Fragmenten mittels Gel-
filtration ber Sephadex G 100 und Ionenaustausch-
chromatographie ilber DEAE-Cellulose nach Literatur-
vorschrift (K. Malinowski und W. Manski in "Methods
in Enzymology®; J.J. Langone und H. van Vunakis
eds., Academic Press, Vol. 73 (1981) pp. 418-459)
abgetrennt. Die resultierende Fab-Fraktion wurde
chromatographisch gereinigt und an 8-Galactosidase
nach der Vorschrift von T. Kitiwaga in "Enzyme
Immunoassay; Ishikawa, T. Kawai, K. Miyai, eds."
Igaku Shoin, Tokyo/New York (1981) pp. 81-89,
gekoppelt.

C) Herstellung der Schafantik®drper gegen Kaninchen-
bzw. Maus-IgG/Fcp

Kaninchen-Schlachtserum bzw. Miuseserum wurde

einer Ammonsulfat-Fdllung unterzogen. Nach Passage
{iber DEAE-Cellulose und Papain-Spaltung, Gel- und
Ionenaustauschchromatographie (siehe B)) erhidlt

man die Fc-Fragmente des Kaninchen- bzw. Maus-IgG's
als Immunogene.

Die Aufarbeitung der Schaf-Antiseren erfolgt wie
unter B) beschrieben, —
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Testfliihrung (Beispiel Theophyllin):

Theophyllin-Standards in einem Rinderserumalbumin-halti-
gen Puffer wurden 1 : 100 mit 0,9 % NaCl-Ldsung

verdiinnt. Zu 200 pl verdiinntem Standard wurde 200 pl Bin-
der (1,6 U/ml, bestimmt mit ortho-nitrophenyl-B-D-galac—
tosid), hergestellt wie unter B) beschrieben, in PBS pH
7,8 (Phosphate buffered saline) bei 37°C inkubiert.

2
pDanach werden 50 pl des Gemisches auf 1 cm des flachi-
gen immunreaktiven Trédgermaterials gegeben. Man inku-
biert weitere 5 Minuten bei 37°C und zentrifugiert 1 Mi-

nute mit einer Eippendorf-Zentrifuge.

Die Enzymaktivitdt der Theophyllin-Binder-Komplexe in
der freien Phase kann nunmehr kinetisch durch Zusatz von
Ortho-nitro-phenyl-g-D-Galactosid bei 410 nm gemessen

werden.
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Belispiel 1

Herstellung von Theophyllin-Immunprédzipitat-Vliesen.

Als Antigen wurde verwendet: Polyhapten (PH), bestehend aus
Kaninchen-IgG und daran gebundenem Theophyllin (Molverhdltnis
IgG:Theophyllin = 1:3), Das Antigen wurde mittels Ionenaus-
tauschchromatographie aufgereinigt.

Als fdllender Antikdrper (FAK) wurde verwendet: polyklonaler
AntikOrper, gerichtet gegen den Fc-Teil des Kaninchen-IgG's.
Der Antikdérper wurde immunsorptiv iiber eine Kaninchen-IgG-S&du-
le aufgereinigt,

Als porOses Trdgermaterial (Vlies) wurde verwendet: Mischvlies
aus Zellwolle und Polyester (Firma Kalff, Euskirchen,
Deutschland), oder aus Linters, Zellwolle, Polyamid, (Firma
Binzer, Hatzfeld, Eder, Deutschland).

Antigen (c = 1,5 mg/ml) und AntikOrper (c = 3 mg/ml Verhdltnis
1 : 2 bzw. 5,25 mg/ml Verhdltnis 1 : 3,5 Heidelberger Maxi-
mum) werden getrennt in 50 mM/1 Essigsdure aufgenommen.,

Dann 148t man eine Stunde bei Raumtemperatur stehen. Die L&~
sungen werden im Verhdltnis 1l:1 gemischt. In einem nachfolgen-
den Schritt wird die LOsung mit 4 Teilen 50 mM/1 Essigsdure

+ 100 mM/1 Natriumchlorid verdiinnt. Die LOsung wird nochmals
30 Minuten bei Raumtemperatur stehengelassen. AnschlieBend
wird das Vlies durch die Trdnkldsung gezogen und 30 Minuten
bei 30°C im Umlufttrockenschrank getrocknet,

Die erreichte Linearisierung der Eichkurve ist in Figur 1 dar-
gestellt., Verglichen mit den Konzentrationsverhéitnissen am
Heidelberger Maximum, wurde mit einem Verhdltnis der Reak-
tionspartner von l1:2 die Prdzision der Messung eines Theo-
phyllin-Standards von 10 pg/ml von 6 % Variationskoeffizient
auf ca. 3 % Variationskoeffizient verbessert.
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Beispiel 2
Aufnahme einer Heidelbergerkurve flir Theophyllin

In einer Kiivette wird jeweils ein konstantes Volumen einer
bekannten Konzentration an fdllendem AK vorgelegt (4,1 mg/ml)
und mit steigenden Volumina einer Antigenldsung (PH~LOsung)
bekannter Konzentration (2,6 mg/ml) versetzt. Es wird die Ki-
netik der Triibungszunahme im Photometer beiA = 340 nm beobach-
tet. Das Heidelberger Maximum entspricht dem Konzentrations-
verhiltnis mit der schnellsten Triibungsdnderung. Aus Fig. 2
ergeben sich das Heidelberger Maximum bei einem Verhdltnis

von:

c (FAK) x v (FAK) 4,1 . 400 E mg FAK/mg PH

- -
————— e

c (PH) x v (PH) 2,6 . 175 " 3,6
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Beispiel 3

Herstellung von Diphenylhydantoin (DPH)-Immunprézipitat-
Vliesen.

Die Herstellung von Diphenylhydantoin-Immunprédzipitat-Vliesen
erfolgt analog Beispiel 1. Die erreichte Linearisierung der
Eichkurve ist in Fig. 3 dargestellt,
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Patentanspriiche

verfahren zur Herstellung eines immunreaktiven
pordsen Trégermaterials fiir die heterogene immunolo-
gische Analyse durch Aufbringen von je einer Losung
eines Rezeptors und eines diesen immunologisch
prizipitierenden Partners auf ein Trdgermaterial,
Inkubation.des mit den Ldsungen getrdnkten Trdgermate-
rials zur Immunprédzipitation, ggf. waschen und
anschliesend trocknen des imprdgnierten Tréger-
materials, dadurch gekennzeichnet, daB8 man die
Konzentrationen des Rezeptors und des Partners

so wdhlt, daB bei der Imprdgnierung ihr molares
Verhdltnis grdser als das durch das Heidelberger
Maximum definierte Verhdltnis ist.

vVerfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daB Rezeptor und Partner im molaren Verhdltnis
groser oder gleich 1 : 3 verwendet werden.

vVerfahren nach Anspruch 1 - 2, dadurch gekennzeichnet,
daB8 Rezeptor und Partner im molaren Verhdltnis
1 : 2,5 bis 1 : 1 verwendet werden.

Verfahren nach Anspruch 1 - 3, dadurch gekennzeichnet,
daB man je eine LOsung des Rezeptors und des Partners
verwendet, wobei mindestens eine der Ldsungen einen
Hemmstoff filir die Immunprdzipitation enthdlt, das Tra-
germaterial mit diesen L&sungen imprédgniert und dann
die Immunprdzipitation durch Entfernen des Hemmstoffs
oder Aufhebung der Hemmwirkung ausldst.

Vverfahren nach Anspruch 1 - 4, dadurch gekennzeichnet,
daB als Rezeptor ein Protein und als Partner ein
gegen diesesrProtein gerichteter Antikorper oder

ein Fragment davon verwendet wird.
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
das man als Rezeptor ein Protein verwendet, an
das mindestens ein Hapten oder Antigen gekoppelt
ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
daB man als Protein einen Antikdrper oder ein Fragment
davon verwendet, an den mindestens ein Hapten oder
Antigenmolekiil gekoppelt ist.

8. Tridgermaterial fiir die heterogene immunologische
Analyse, dadurch gekennzeichnet, daB es einen Rezep-
tor und einen immunologisch prdzipitierenden Partner
in einem molaren Verh3ltnis, welches groBer als
‘das durch das Heidelberger Maximum definierte Verhdlt-
nis ist, enthdlt.

9, Trdgermaterial nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet,

daB das Verhdltnis Rezeptor zu Partner groBer
oder gleich 1 : 3 ist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet,
daB das molare Verhdltnis Rezeptor zu Partner zwischen
1 :2,5und 1 : 1 betragt.

11, Verwendung eines Trdgermaterials gemdB den Ansprlichen
8 bis 10 zur heterogenen immunologischen Analyse,
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